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摘要 ;以 徐 水 县 梁 家 营 长 期 定位 施肥 试验 田 为 研究 对 象 , 利 用 末端 限制 性 片段 长 度 多 态 性 Q(T-RFLB) 分 析 和 克隆 文库 构建 ,研究 
了 5 种 施肥 处 理 ( 清 水 灌溉 CK 无 机 肥 江 溉 CF 、 牛 场 肥 水 不 同 浓度 .不同 次 数 灌溉 到 .TS 和 和 于 1 ) 不 土壤 中 nirK nirs 型 反 硝化 
细菌 群落 多 样 性 及 其 群落 结构 的 演变 。 结 果 表明 ,不同 施肥 处 理 下 nirK nirs 型 反 确 背 细 获 群落 多 样 性 无 显著 差异 ,但 群落 结 
构 却 有 明显 变化 :nirK 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 既 受 施肥 种 类 又 受 施肥 量 影 响 $ 屁 势 种 群 尤其 对 施肥 种 类 和 施肥 量 响应 显著 ;nirS 
型 反 硝 化 细菌 则 主要 受 施肥 种 类 影响 ,施肥 量 影响 微弱 。 牛 场 肥水 处 理 和 死机 肥 处 理 分 别 促进 和 抑制 不 同 的 nirs 型 反 硝 
菌 ,群落 主 成 分 受 无 机 肥 促 进 、 牛 场 肥 水 抑制 。 系 统 发 育 分 析 结 果 表 明 , 土 壤 中 nirk 型 反 硝 化 细菌 主要 与 假 单 胞 菌 属 
( Pseudomonas) 、 产 碱 杆菌 属 ( Alcaligenes) 和 根瘤 菌 属 ( Rhizobium) 的 反 硝 佬 细菌 具 有 较 近 的 亲缘 关系 ;nirs 型 反 硝化 细菌 主要 与 
劳 尔 氏 菌 ( Ralstonia) 和 红 长 命 菌 属 ( Rubrivivax) 有 和 较 近 的 亲缘 关系 s 斌 验 土壤 中 反 硝 化 微生物 多 与 目前 已 报道 的 好 氧 反 硝化 
细菌 亲缘 关系 较 近 ,这 可 能 与 微生物 分 析 取 自 表层 土 有 关 。 

关键 词 :nirK;nirS; 反 硝化 细菌 ; 牛 场 肥水 灌溉 ;T-RELP ;群落 多 样 性 
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Effects of cattle fertilizer on community structure of nirK- and nirS- type 
denitrifying bacteria in soil 
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Abstract: Field experiments of winter wheat-summer maize rotation were conducted in Xushui, Hebei Province, North 
China Plain arigation aréa, to explore the effects of dairy effluent irrigation on diversity and community structure of nirk- 
arid jirS- type denitrifying bacteria through terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP ) analysis and gene 
sequence@hanalysis. Five treatments were designed, including no fertilizers treatment (CK), conventional fertilization (CF) 
and dairy effluent irrigations with 3 fertilizer levels (T4, TS and T11). The results showed that no significantly differences 
were noted in diversity indexes of nirK- and nirS- denitrifying bacteria in all treatments. And T-RFLP analysis of nirkK and 
nirS genes addressed significant differences in community composition : both fertilizer type and amount affected the relative 


abundance of nirK- T-RFs significantly, especially for dominant T-RFs, and therefore affected nirK- community 
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composition; organic and inorganic fertilizer treatments increased or decreased different nirS- T-RFs relative abundance, 
resulting in significant differences in nirS- community composition. Phylogenetic analysis of nirk and nirS gene indicated 
that the nirK- type denitrifiers were mainly composed of Pseudomonas, Alcaligeneand and Rhizobium, nirS- type denitrifiers 
were mainly composed of Ralstonia and Rubrivivax. Most of these identified denitrifying bacteria were belong to families of 


aerobic denitrifying bacteria. A possible reason was that samples for biological analysis were taken from topsoil. 


Key Words: nirk; nirS; denitrifying bacteria; cattle fertilizer; terminal restriction fragment length polymorphism (T- 


RFLP ) ; community structure 


反 硝化 过 程 与 土壤 氮 素 损失 和 温室 气体 排放 密切 相关 ,是 土壤 研究 中 的 重点 问题 。 反 硝 估 作用 致使 
土壤 丧失 20% 一 30% 的 氮肥 ,是 土壤 肥力 下 降 的 重要 原因 中 ; 反 硝 化 作用 还 产生 大 量 N,0, 爹 球 30% 的 N,0 
排放 来 自 土壤 "1 ,其 中 农业 生态 系统 的 排放 量 约 占 235% ,是 导致 温室 作用 的 重要 因 康 ;因此 6 反 硝化 过 程 研 
究 对 于 保持 土壤 肥力 ,减少 温室 气体 排放 具有 重要 意义 。 反 硝化 过 程 是 土壤 微生物 还 原 硝 态 氮 生 成 NO、N,0 
和 N; 的 过 程 , 其 中 亚 硝酸 还 原 酶 (Nir) 催化 亚 硝酸 盐 还 原 成 NO ,是 催化 反 硝 化 作用 中 最 关键 的 一 步 反 应 ,是 
整个 反 硝 化 过 程 中 的 限 速 步 骤 ' ,因而 其 编码 基因 (nir) 成 为 反 硝 化 细菌 中 研究 最 多 的 功能 基因 '!5 ,在 反 硝 化 
研究 中 被 广泛 用 作 分 子 标记 !59 。 亚 硝酸 还 原 酶 分 为 cd1- 亚 硝酸 还 原 酶 和 Cu- 亚 硝酸 还 原 酶 两 种 ,分 别 由 nirS 
和 nirk 基因 编码 "1 。 两 种 基因 在 微生物 中 的 分 布 存在 差异 ,nirs 基因 在 反 人 硝化 菌 中 的 存在 比 nirK 更 广泛 ,但 
nirk 基因 却 存 在 于 许多 亲缘 关系 较 远 的 菌株 中 1 。 

施肥 是 影响 土壤 质量 及 其 可 持续 利用 最 深刻 的 农业 措施 之 一 ,对 土壤 结构 、 生 物 肥 力 和 生产 力 等 方面 产 
生 重 要 影响 "” ,施肥 制度 的 不 同 也 可 导致 土壤 微生物 种 群 数量 和 活性 发 生变 化 ,进而 影响 土壤 反 硝 化 过 
程 : 9 。Chang Yin 等 (研究 发 现 ,施加 无 机 肥 显 著 改 变 wirK 型 反 硝化 细菌 的 群落 组 成 ,而 对 nirs 型 反 硝 化 细 
菌 的 群落 组 成 影响 不 显著 ;而 施加 有 机 肥 则 对 两 者 的 无 影响 。 宋 亚 娜 等 发现, 施用 氮肥 和 氮肥 用 量 增加 有 
助 于 提高 稻田 土壤 nirS 型 反 硝化 细菌 群落 多样 性 指数 和 丰 度 ,同时 促使 nirs 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 发 生 改 
变 , 尤 其 在 表层 土壤 中 及 水 稻 齐 穗 期 内 表现 最 为 明显 。Wolsing 和 Prieme' ”通过 长 期 定位 试验 ,发 现 施 用 有 
机 肥 和 无 机 肥 的 农田 中 nirK 型 反 硝化 细 落 的 群落 结构 和 反 硝 化 速率 均 有 明显 差异 。 因 此 , 当 施 肥 制 度 发 生 
变化 时 ,有 必要 研究 土壤 微生物 中 训 rK 和 irs 型 反 硝 化 细菌 群落 变化 ,进而 明确 新 的 施肥 制度 对 土壤 反 硝 化 
过 程 的 影响 。 

随 着 集约 化 饲养 程度 的 不 断 提高 .养殖 污染 问题 日 益 受 到 重视 ,将 养殖 废物 发 酵 产生 的 沼 液 作为 一 种 优 
质 的 有 机 液体 肥料 ,通过 水 肥 还 田 蔡 代 传统 施肥 方式 ,在 很 多 国家 和 地 区 得 到 应 用 和 推广 :5 。 研 究 发 现 相 
比 不 施肥 和 常规 施肥 , 沼 液肥 水 灌溉 不 仅 能 够 提高 作物 质量 ,还 能 够 提高 土壤 微生物 活性 "“ ”1 。 如 郑 学 博 
上 发 现 沼 液 全 所 处 理 较 不 施肥 和 单 施 化 肥 处 理 提 高 了 土壤 细菌 真菌、 放 线 菌 数 量 和 微生物 总 量 ; 冯 伟 
中 研究 发 现 沼 液 与 尿素 配合 施用 可 以 提高 小 麦 根 际 土壤 微生物 数量 和 酶 活性 ; 冯 丹 妮 等 ' 引 研究 发 现 与 清 
水 对 照 和 币 规 施肥 相 比 ,施用 沼 液 会 增加 微生物 数量 并 提高 土壤 酶 活性 。 然 而 目前 对 于 液态 牛 场 肥 水 滩 溉 对 
土壤 反 硝 借 过 程 以 及 反 硝 化 土壤 微生物 的 影响 尚未 见报 道 。 本 研究 利用 在 河北 省 徐 水 县 长 期 定位 试验 ,应 用 
末端 限制 性 片段 多 态 性 分 析 (Terminal restriction fragment length polymorphism ,T-RFLP ) 和 构建 克隆 文库 方法 ， 
探 明了 按 当 地 农民 习惯 施肥 以 及 不 同 灌溉 次 数 .不 同 浓度 的 牛 场 肥水 灌溉 的 施肥 方式 下 ,冬小麦 - 夏 玉 米 大 田 
0 一 5 cm 土 层 中 nirS nirK 型 反 硝化 细菌 群落 的 多 样 性 和 组 成 变化 ,为 深入 探讨 牛 场 肥 水 灌溉 施肥 对 大 田 氮 素 
循环 过 程 及 反 硝 化 作用 影响 提供 相应 依据 ,并 为 大 田 合 理 施肥 .提高 牛 场 肥 水 灌溉 效果 提供 科学 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 设计 与 土壤 样品 采集 
本 实验 以 徐 水 县 梁 家 营 长 期 定位 施肥 试验 田 为 研究 对 象 。 徐 水 县 地 处 太行 山东 莲 , 河 北 省 中 部 ,北纬 
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38°09 一 39°09, 东经 115°19 一 115°46, 属 大 陆 性 季风 气 侯 ,年 平均 气温 11.9Y ,年 均 降 水 量 546.9 毫米 ,年 日 昭 
时 数 平均 2744.9 小 时 。 试 验 于 2010 年 10 月 至 2014 年 6 月 在 河北 省 徐 水 县 进行 。 冬 小 麦 - 夏 玉米 轮作 是 当 
地 主要 的 种 植 制度 ,冬小麦 当年 10 月 上 旬 耕 种 ,次 年 6 月 中 旬 收 获 ,冬小麦 秸秆 还 田 ; 夏 玉米 在 小 麦收 获 后 一 
周 内 耕种 ,当年 9 月 底 收 获 , 夏 玉米 秸秆 人 工 收获 ,作为 青贮 饲料 喂养 奶牛 。 试 验 地 种 植 前 耕 层 土壤 有 机 质 质 
量 分 数 24.5 g/kg、pH 值 7.76 全 气质 量 分 数 1.39 g/kg、 硝 态 毛 质量 分 数 13.09 mg/kg 、 镁 态 氮 质 量 分 数 2.24 
mg/kg、 速 效 磷 质 量 分 数 64.19 mg/kg。 

实验 田 每 个 小 区 长 9m, 宽 6m ,面积 54m? ,四 周 lm 土 体内 用 塑料 布 隔 开 ,种 植 方 式 为 冬小麦 - 夏 舌 米 轮 
作 。 共 设 5 个 处 理 , 每 个 处 理 设置 3 个 重复 小 区 , 且 小 区 之 间 随 机 分 布 ,CK 处 理 为 不 施肥 处 理 , 仅 用 清水 灌 
溉 ;CF 处 理 为 常规 施肥 处 理 , 在 播种 后 .拔节 期 分 别 施加 底肥 (冬小麦 播种 时 施 复合 肥 (N 含量 全 % ,了 ;0; 含 
量 21% ,K20 含量 6% )375 kg/hm ;冬小麦 拔节 期 追肥 尿素 600 kg/hm ;玉米 播种 时 施 复合 肥 (N 含量 25%， 
P,0; 含 量 10%,K,0 含量 10% )600 kg/hm”) ,其 他 生育 期 清水 灌溉 ;T4 .T5 和 TI11 为 牛 场 肥水 处 理 组 ,其 中 T4 
处 理 用 30% 的 沼 液 灌溉 1 次 (越冬 期 ) ,T5 处 理 用 30% 的 沼 液 灌溉 2 次 (越冬 期 返青 期 ) ,TIl 处 理 用 50% 的 
沼 液 灌 溉 两 次 (越冬 期 .返青 期 ) ,其 他 生育 期 均 以 清水 灌溉 。 各 处 理 的 施肥 方式 .施肥 时 间 和 施肥 成 分 见 表 
1; 肥 水 沼 液 原液 成 分 见 表 2。 


表 1 各 个 处 理 施肥 量 


Table 1 Fertilizer amount in all treatment 


灌溉 Trigation 施肥 成 分 Fertilizer amount 
处 理 代号 ss 
oe 越冬 其 返青 拔节 其 灌浆 期 N/ P20;7 Ki07 
(2013-11-20) (2014-04-06) (2014-05-07) (2014-05-26) (kg/hm?) (kg/hm?) (kg/hm?) 
CK 清水 清水 清水 清水 二 全 
CF 清水 清水 清水 (底肥 ) 清水 300 120 75 
30% 沼 液 SE ws i 
T4 清 7 清 了 清 105 39 一 
(体积 比 ) 清水 清水 清水 
30% 沼 液 30% 沼 液 g EE 
T5 BE/ 靖 了 局 210 78 3 
(体积 比 ) (体积 比 ) Wi i 
50% 沼 液 50% 沼 液 上 i 
T11 人 E 和 了 317 117 四 
(体积 比 ) (体积 比 ) Wwe 
表 2 灌溉 肥水 沼 液 原液 成 分 
Table 2 The composition of cattle fertilizer biogas slurry 
pH 值 COD/ (mg/L) TN/( mg/L) NHi-N/(mg/L) NO;3-N/(mg/L) TP/( mg/L) 
范围 Range 7.3—8.4 2185$ 一 3762 329.6 一 417.1 203.9 一 302.8 1.8—6.4 50.6—69.95 
平均 值 Average value 7.9 2809 382.3 244.2 全 和 61.8 


土壤 样品 在 小 麦收 割 后 (6 月 中 旬 ) 进行 采集 ,采用 5 点 法 采集 土 样 ,每 个 小 区 随机 选取 5 点 采集 0 一 5cm 
的 表层 未 , 夫 除 根系 . 杂 草 .土壤 动物 和 石 块 等 杂质 后 混 匀 ,于 -20% 冰箱 保存 。 
1.2“ 主 培 微生物 总 DNA 提取 

土壤 微生物 总 DNA 的 提取 方法 和 步骤 按照 土壤 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 FastDNAR SPIN Kit For Soil 
(MP Biomedicals,LLC) 的 说 明 进 行 。 将 提取 的 DNA 用 Nano Drop 核酸 蛋白 仪 (ND-1000) 测 定 浓度 及 质量 ,于 
-20 冰箱 中 保存 。 
1.3 nirK nirs 型 反 硝 化 细菌 T-RFLP 分 析 

按照 表 3 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 产物 用 Mini BEST DNA Fragment Purification Kit VER 4.0( TaKaRa) 试剂 盒 
进行 纯化 回收 ,并 用 Nano Drop 核酸 蛋白 仪 (ND-1000) 检 测 纯 化 产物 浓度 及 质量 。 产 物 回 收 后 ,nirK 基因 扩 增 
产物 用 内 切 酶 Hae 陡 (TaKaRa) 进行 酶 切 ,nirs 基因 扩 增 产物 用 内 切 酶 Hha I ( TaKaRa) 进行 酶 切 , 反 应 体系 和 
条 件 按 各 内 切 酶 说 明 书 进行 。 酶 切 产 物 送 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 限 公 司 进行 测序 分 析 。 
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表 3 聚合 酶 链 式 反应 中 的 引物 及 反应 条 件 
Table 3 Primers and PCR conditions used for the PCR amplification 


目标 群落 引物 ”序列 (5'-3') 


片段 长 /bp 反应 条 件 


nirk nirK- IFI9] GCCTCGATCAG)A/G)TT(A/G)TGG 
nirK-5SRI' GG(A/C)ATGGT(G/T)CC(C/G)TGGCA 

nirS nirS-4FL20] TTC(A/G)TCAAGAC(C/G)CA(C/T)CCGAA 
nirS-6RI20 CGTTGAACTT(A/G)CCGGT 


515 94C 预 变性 5 min; 94% 变性 30 s, 58% 退火 30 s， 
72% 延伸 40s ,40 个 循环 ,72 % 延伸 5 min 


336 ”94% 预 变性 5 min; 95% 变性 40 s, 52%C 退火 40 s， 
72 ,延伸 40s ,31 个 循环 ,72 % 延伸 10 min 


1) 上 下 游 引物 分 别 标注 为 了 和 R; 2) 用 于 PCR T-RFLP 实验 的 上 游 引物 都 用 6-FAM 荧光 标记 


1.4 nirK nirs 基因 克隆 及 测序 分 析 


以 土壤 基因 组 DNA 为 模板 ,按照 表 3 进行 PCR 扩 增 ,产物 用 Mini BEST DNA Fragment Purifi@ation Kit 
VER 4.0(TaKaRa ) 试 剂 盒 进行 纯化 ,纯化 后 的 产物 分 别 与 pbMD19*-T Vector 载体 进行 连接 反 有 is 

将 10 pL 连接 产物 分 别 转化 到 100 pL 大 肠 杆菌 JM109 感受 态 细胞 中 , 涂 在 含有 多-GCal NIPTG、Amp 的 LB 
琼脂 平板 培养 基 上 37 % 过 夜 培养 后 进行 蓝 白 斑 筛 选 , 挑 取 白 斑 克 隆子 ,用 通用 引物 MI8F(5'-TGT AAA ACG 
ACG GCC AGT-3' ,TaKaRa) ,M13R(5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3',TaKaRa) 进 行 菌落 PCR 验证 ,选取 大 
约 100 个 克隆 子 扩 大 培养 后 送 生 工 生 物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 进 行 测序 分 析 。 


1.5 ”数据 人 处理 


综合 T-RFLP 数据 ,计算 不 同 处 理 nirK nirs 型 反 硝 化 细菌 多 样 性 指数 ' 叫 ,并 且 用 CANOCO for Windows 
4.5 软件 对 nirK nirs 基因 T-RFLP 结果 进行 PCA 分 析 。 用 MEGA 5.0 软件 构建 nirK nirs 基因 系统 发 育 树 。 
相关 数据 的 方差 分 析 和 相关 性 分 析 采 用 SPSS 17.0 软件 进行 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 施肥 对 土壤 nirk 型 反 硝化 细菌 的 影响 


2.1.1 不 同 施肥 处 理 下 土壤 nirK 型 反 硝化 细菌 群落 结构 变化 


将 不 同 处 理 土壤 样品 的 nirk 功能 基因 扩 增 后 用 限 
制 性 内 切 酶 Eee 亚 酶 切 并 进行 T-RFPBB 分 析 , 得 到 55、 
65 .95 100 105 110 125 、155 和 [190 bp 9 种 主要 片段 
(图 1)。 各 处 理 间 的 优势 片段 存在 明显 差异 ,CK 、CF、 
T4.T5 和 Tll 处 理 的 最 大 优势 菌 分 别 为 155 110 .95 、 
105 和 155bp ,说 明和 同 施肥 和 种类、 不同 施肥 量 都 导致 
nirK 基因 T-RFs 缚 果 产 驱 显 著 变化 。 

根据 n 刘 必 基 因 T2RFs 数据 进行 主 成 分 分 析 ( 图 2) 
发 现 ,第 主 成 分 POB 可 以 解释 46.8% 的 物种 变量 ,第 
2 韦 成 四 PC2 林 以 解释 30% 的 物种 变量 。 不 同 浓度 的 
牛 场 肥水 人 处理 (T4、T5 TI11) 之 间 nirK 型 反 硝化 细菌 主 
要 种 类 具有 明显 差异 ,TS 处 理 主要 分 布 在 PC1 的 正 轴 ， 
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Percentage of T-RFs relative abundance 
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图 1 不 同 处 理 pirKk 型 反 硝 化 细菌 T-RFs 相对 丰 度 百分比 


T4 TI11 则 大 部 分 分 布 在 PC1 的 负 轴 ,说 明 不 同 浓度 的 
牛 场 肥 水 灌溉 对 土壤 中 nirK 型 反 硝化 细菌 主要 种 类 影 
响 不 同 。 同 时 ,CF 处 理 分 布 在 PC2 的 正 轴 而 其 余 处 理 


Fig.1 Percentage of relative abundance of bacteria nirKT-RFs in 


different treatments (mean+SE,n=3) 


在 PC2 上 相差 不 大 ,说 明 施加 无 机 肥 使 土壤 中 nirK 型 反 硝化 细菌 次 要 种 类 有 所 增加 ,而 牛 场 肥水 灌溉 则 无 明 


显影 响 。 
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F 场 肥水 灌溉 对 土壤 nirK nirS 


型 


= 


反 硝 化 微生物 群落 结构 的 影响 3659 


2.1.2 不 同 施肥 处 理 下 土壤 nirk 型 反 硝 化 细菌 多 样 性 
变化 

利用 nirK 基因 T-RFs 数据 进行 序列 多 样 性 分 析 
( 表 4) ,发现 所 有 处理 组 之 间 ，Shannon-wiener 指数 、 
Simpson 指数 、Margalef 指数 和 Pielou 指数 下 都 没有 显 
著 差 异 。 
2.1.3 nirk 型 反 硝 化 细菌 系统 发 育 分 析 

本 研究 选取 所 有 处 理 nirK 基因 混合 样品 构建 克隆 
文库 , 共 挑 选 了 120 个 克隆 子 测 序 并 进行 NCBI 网 站 的 
BLAST 比 对 分 析 , 噜 除 假 阳 性 克隆 与 重复 数据 ,结合 酶 
切 分 型 分 析 最 终 获得 了 14 个 有 代表 性 的 操作 分 类 
单元 。 


3.0 


2 不 同 施肥 处 理 土壤 nirK 型 反 硝化 细菌 群落 的 主 成 分 分 析 
Fig.2 Principal component analysis of soil denitrifying bacteria 


nirK under different fertilize treat 


表 4 不 同 施肥 处 理 土 壤 反 硝化 细菌 nirK 基因 多 样 性 指数 
Table 4 Thediversity index of soil denitrifying bacteria nirK under different fertilize treat 


处 理 Shannon-wiener 指数 Simpson 指数 Margalef 指 数 Pielou 指数 下 
Treatment Shannon-wiener index Simpson index Maigalef index Evenness index 
CK 3.105+0.375a 7.051+2.108a Tio52+0.170a 1.238+0.069a 
CF 2.465+0.776a 4.895+2.915a 0.829+0.148a 1.064+0.261a 
T4 2.637+0.481a 4.779+1.525a 0.866+0.204a 1.115+0.132a 

TS 2.556+0.200a 4.777+0.469a 0.779+0.055a 1.146+0.025a 
TI11 2.7399+0.219a 5.269+01832a 1.044+0.141a 1.091+0.095a 


利用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ( 图 3) ,依据 序列 在 进化 树 上 的 分 布 和 已 知 微生物 的 相似 度 , 将 进化 树 分 为 
3 艇 。 第 I 徐 片 段 包 括 55 .65 130 .155 1704 190bp, 与 假 单 胞 菌 属 ( Pseudomonas ) 和 产 碱 杆菌 属 ( Alcaligenes ) 
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3 ”基于 nirK 型 反 硝化 细菌 


100 r Uncultured bacterium clone AY249336 
[ Uncultured bacterium clone EF645009 
nirKOTUI1 S50bp 


Nitrosomonas sp. AF339049 


docina nirK gene AY078255 
) 


nirKOTU?2 95bp(10) 


irk gene AY345247 
III 


Rhizobium hedysari nirk gene U65658 


nirKk gene AJ224909 


Rhizobiales bacterium nirK gene EF363543.1 


系统 发 育 树 ( 邻接 法 ) 


Fig.3 Neighbour-joining phylogenetic tree of nirk gene sequences 
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http://www.ecologica.cn 


chinaXiv:201706.00447V1 


3660 生 态 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


报 37 卷 


有 较 高 的 分 类 值 ;第 开 复 片段 包括 95 .105 .170 .190bp , 与 根瘤 菌 属 (Rhizobzzm ) 有 和 较 高 的 分 类 值 ;第 严复 片 段 
包括 55、155 和 190bp, 与 根瘤 菌 属 ( Rhizobium) 和 假 单 胞 菌 属 ( Pseudomonas ) 的 部 分 已 知 微生物 相似 。 由 于 反 
硝化 功能 基因 在 不 同 微生物 之 间 存 在 水 平 传递 ,所 以 反 硝 化 菌 nirk 功能 基因 的 系统 发 育 学 关系 和 16S rRNA 


分 类 对 应 关系 很 差 ” ,存在 相同 片段 长 度 代表 不 同 反 硝化 菌 和 不 同 片 段 长 度 代 表 相 同 反 硝化 菌 的 情况 。 


2.2 ”施肥 对 nirs 型 反 硝化 细菌 的 影响 


2.2.1 不 同 施肥 处 理 下 土壤 nirs 型 反 硝化 细菌 群落 结构 变化 
将 不 同 处 理 土壤 样品 的 nirs 功能 基因 扩 增 后 用 限制 性 内 切 酶 Hha I 酶 切 , 主 要 得 到 70、100、1103020、 
160、172、327 和 336 bp 8 种 片段 (图 4) ,其 中 172bp 为 CK、T4、T5 和 TT11 处 理 的 最 大 优势 菌 ,120bp ACEF 处 


理 最 大 优势 菌 。 

70 .100 .120 和 172bp 片段 百分比 含量 受 施 肥 影 响 
显著 ,说 明 这 四 种 T-RFs 所 代表 的 反 硝 化 菌 群 可 能 对 施 
肥 条 件 敏感 。 其 中 172bp 在 牛 场 肥水 灌溉 处 理 组 (T4、 
T5 和 T11) 中 丰 度 较 CF 和 CK 显著 提高 ,而 120bp 表现 
出 相反 的 趋势 。 这 两 种 T-RFs 都 是 nirs 群落 中 的 主要 
菌 群 , 二 者 可 能 存在 竞争 关系 , 牛 场 肥 水 灌溉 有 利于 
172bp 菌 群 生长 而 不 利于 120bp 菌 群 生长 ,而 常规 施肥 
(CF) 具 有 相反 影响 。70bp 和 100bp 片段 丰 度 虽然 出 现 
显著 变化 ,但 是 在 各 处 理 组 间 并 未 表现 出 明显 的 规 
律 性 。 

根据 nirs 基因 T-RFs 数据 进行 主 成 分 分 析 ( 图 5) 
发 现 ,第 1 主 成 分 PC1 可 以 解释 81.7% 的 物种 变量 ,第 
2 主 成 分 PC2 可 以 解释 10.1% 的 物种 变量 ; 牛 场 肥 水 灌 
溉 处 理 (T4 .TS 、T11) 与 无 机 肥 处 理 组 ( CF) 的 hirs 型 反 
硝化 细菌 主要 种 类 PC1 存在 明显 差异 仿 无 机 肥 处 理 组 
(CF) 主要 分 布 在 PC1 的 正 轴 , 牛 场 肥 张 处 理 组 全 部 则 
分 布 在 PC1 的 负 轴 ,说 明 nirs 型 反 硝化 细菌 主要 种 类 
(PC1) 受 施肥 种 类 影响 明显 ; 牢 场 肥水 处 理 大 幅 降 低 了 
主要 成 分 所 占 比 例 而 无 机 肥 处 理 使 主要 成 分 比例 提高 ; 
与 清水 灌溉 相 比 ,所 有 有 施肥 处理 均 降 低 了 nirs 型 反 硝 
化 细菌 次 要 种 类 [CPC2 ) 所 占 比 例 ,其 中 高 施肥 量 处 理 
(CF、T11) 降 低 最 明显 ,说 明 nirs 型 反 硝化 细菌 次 要 种 
类 (PC2 ) 宝 要 受 施肥 量 影响 ,高 施肥 量 使 其 比例 降低 。 
但 由 于 第 主 成 分 仅 能 解释 10.1% 的 物种 变量 , 远 低 于 
第 1 主 成 分 (81.7%) ,所 以 施肥 量 对 nirs 型 反 硝 化 细菌 
总 体 贡 献 微弱 。 


100 国 327bp 
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4 不 同 处 理 nirs 型 反 硝 化 细菌 T-RFs 相对 丰 度 百分比 
Fig.4 Percentage of relative abundance of bacteria nirS T-RFs in 


different treatments (mean+SE ,n=3) 
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PC2 (10.1%) 


PC1 (81.7%) 


图 5 不 同 施肥 处 理 土壤 nirs 型 反 硝化 细菌 群落 的 主 成 分 分 析 
Fig.S Principal component analysis of of soil denitrifying 


bacteria nirS under different fertilize treat 


2.2.2 不 同 施肥 处 理 下 土壤 nirs 型 反 硝化 细菌 多 样 性 变化 

利用 nirs 基因 T-RFs 相对 丰 度 数据 进行 序列 多 样 性 分 析 ( 表 5) ,发 现 清水 灌溉 组 ( CK) 的 Shannon-wiener 
指数 (不 显著 ) 和 Simpson 指数 (显著 ) 略 高 于 施肥 处 理 组 ,而 施肥 处 理 组 之 间 各 指数 均 无 显著 差异 ,说明 施 肥 
处 理 可 能 使 nirs 型 反 硝 化 细菌 群落 多 样 性 有 所 降低 ,而 各 施肥 组 之 间 多 样 性 无 显著 差别 。 


2.2.3 ”nirS 型 反 硝 化 细菌 系统 发 育 分 析 


本 研究 选取 所 有 处 理 nirS 基因 混合 样品 构建 克隆 文库 , 共 挑 选 了 110 个 克隆 子 进 行 测序 分 析 , 剔 除 假 阳 
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性 克隆 和 重复 数据 ,最 终 获 得 了 27 个 有 代表 性 的 操作 分 类 单元 。 


表 5 不 同 施肥 处 理 土 壤 反 硝化 细菌 wzrS 基因 多 样 性 指数 


Table S Thediversity index of soil denitrifying bacteria nirS under different fertilize treat 


处 理 Shannon-wiener 指数 Simpson 指数 Margalef 指数 Pielou 指数 

Treatment Shannon-wiener index Simpson index Margalef index Evenness index 
CK 3.52+0.07a 9.85+0.56a 1.35+0.06a 1.31+0.01a 

CF 3.16+0.13b 7.25+0.56b 1.17+0.14a 1.26+0.04ab 
T4 3.21+0.09ab 7.67+1.25b 1.32+0.02a 1.23+0.03b 

TS .3.34+0.16ab 7.82+0.87b 1.33+0.12a 1.25+0:Q03ab 

TI11 3.22+0.16ab 7.33+1.16b 1.26+0.12a 1.26#0.03ab 


实验 得 到 的 大 多 数 nirS 序列 和 已 知 的 反 硝 化 微生物 相似 性 较 低 ,但 和 NCBI 数据 库 中 潭 自 土壤 的 其 它 
nirS 序列 有 和 较 高 的 相似 性 (73% 一 99%) 。 利 用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 (图 6) ,依据 序列 在 进 落 树 上 的 分 布 和 
部 分 已 知 微生物 的 相似 度 , 将 进化 树 分 为 5 复 。 克 隆 序列 主要 集中 分 布 在 第 [ .严复 ,其 审 第 [ 艇 与 副 球 菌 属 
( Paracoccus ) 有 较 高 的 相似 度 ,包括 T-RFs 70 、120 、160、172、180、190 .203 244P313 和 335 bp 片段 ;第 五 簇 


与 B- 变 形 菌 纲 ( B-Proteobacteria ) 的 伯 克 氏 茵 日 (Burkholderiales ) 的 Ralstoni@ fl Rubrivivax gelatinosus 有 和 较 高 的 
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—— nirS OTUS8 160bp(5) 
nirSs OTUS 120bp 


— nirS OTU25 313bp 
oo Roseobacter denitrificans (AJ224911) 


Paracoccus pantotrophus( AJ401462) 
80 Paracoccus sp.(FNS55561) 
66r nirSs OTU18 190bp 
— nirS OTY19 90bp 
Ss] nirSs OTUTm190bp(3) 
nirS OTU27 335bp 
bs — nirxS OTU16 180bp 
多 所 FSOTU20 203bp(7) 

(WY L nirSs OTU21 203bp 

[em $1 9 OTU3 70bp(2) ) 
: nirS OTU1 $5Sbp 
-二 一 nirS OTU26 327bp 

多 ) — nirs OTU7 160bp(3) J 
nirS OTU13 172bp(3) 
Azoarcus tolulyticus (AY078272) 
nirSs OTU2 70bp(2) 
一 nirS OTU22 225bp 
nirS OTU10 172bp(6) 
Halomonas nitroreducens (FJ686148) 
Rubrivivax gelatinosus (AB536930) 
—— Ralstonia eutropha (AF114789) 
nirSs OTU4 100bp 
[一 Thauera chlorobenzoica (AY078262) 
— Thauera linaloolentis (AY078265) 
nirS OTU11 172bp 
nirS OTU15 180bp a 
nirSs OTU14 180bp 
nirS OTU28 280bp 

79 nirSs OTU6 160bp > V 

0.05 81 nirSs OTU24 261bp 


67 


99 


人 


图 6 基于 nirs 序 化 化 细 列 的 反 硝 菌 系统 发 育 树 ( 邻接 法 ) 
Fig.6 Neighbour-joining phylogenetic tree of nirS gene sequences 
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相似 度 ,包括 T-RFs 70 、100 .160 和 172 bp 片段 。 第 工 JV V 复 没有 相似 的 已 知 物种 。 


影响 土壤 反 硝 化 作用 的 因素 主要 有 温度 .pH 水 分 、 含 氧 量 、 碳 氮 类 型 和 碳 氮 比 以 及 土壤 质地 .土壤 利用 
和 耕作 方式 等 :i 。 在 本 研究 中 ,各 试验 田 的 光照 土壤、 作物 种植 方式 灌溉 方式 均 相 同 , 即 去 除 温度 ,水 分 、 
含 氧 量 .土壤 质地 和 耕作 方式 的 影响 ,不 同 施肥 方式 通过 pH、 碳 氮 类 型 和 碳 氮 量 对 反 硝 化 微生物 产生 影响 。 
本 试验 的 土壤 样品 取 自 0 一 5cm 的 表层 十 ,氧气 含量 高 ,利于 好 氧 反 硝化 细菌 生长 。 研 究 发 现 土 壤 中 硕 民 型 
反 硝 化 细菌 主要 与 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) . 产 碱 杆菌 属 ( Alcaligenes) .根瘤 菌 属 (Rhizobium ) 的 到 硝化 细 
菌 具 有 和 较 近 的 亲缘 关系 。nirs 型 反 硝 化 细菌 主要 与 副 球菌 属 ( Paracoccus) 伯 克 氏 菌 目 (Burkholderiales ) 有 反 确 
化 细菌 具有 较 近 的 亲缘 关系 ;这 些 反 硝 化 微生物 多 与 目前 已 报道 的 好 氧 反 硝化 细菌 亲缘 关系 较 近 。 

大 量 人 研究 表明 ,zizrK 型 反 硝化 细菌 对 施肥 敏感 ,不 同 的 施肥 条 件 会 对 nirK 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 产生 影 
响 。 例 如 罗 希 匡 等 .发现 长 期 单 施 化 肥 ( 尿 素 ) 即 可 明显 改变 nirK 型 反 硝 化 细 苦 群落 结构 组 成 ; Wolsing!5] 、 
Chen' 站 以 及 Martin Wolsing'”” 等 人 均 发 现 施 加 无 机 肥 和 有 机 肥 对 nirk 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 演变 造成 显 
著 差 异 。 可 见 有 机 肥 与 无 机 肥 的 施用 对 nirk 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 有 显著 影响 。 这 与 本 研究 中 CK、CF 以 
及 不 同 水 平 牛 场 肥水 处 理 组 (T4、T5 和 T11) 造 成 nirK 基因 TT-RFs 显著 变化 的 结果 相生 致 。 此 外 ,本 研究 还 发 
现 ,T4、T5 和 T11 之 间 迪 K 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 差异 也 显著 ,说 明 即 使 是 相同 施肥 种 类 ,不 同 的 施肥 量 也 会 
导致 nirkK 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 发 生 明 显 变化 ;但 CF、T4、T5 .THE 和 CK 之 间 群 落 变化 不 具有 规律 性 ,这 一 
点 也 体现 在 PCA 分 析 中 ,各 处 理 点 呈现 随机 分 布 的 趋势 。 这 种 心 K 型 反 硝化 细菌 群落 结构 随 施 肥 的 种 类 和 
施肥 量 呈 现 无 规律 显著 变化 的 现象 ,说 明 nirk 型 反 硝 化 细菌 对 施肥 种 类 施肥 量 都 十 分 敏感 ,施肥 条 件 小 幅 
改变 都 可 能 造成 群落 结构 出 现 显 车 变化 。 男 外 ,本 研究 发 现 所 有 处 理 在 四 种 多 样 性 指数 上 都 无 显著 差异 ,说 
明 施 肥 条 件 改变 不 会 对 nirK 型 反 硝 化 细菌 群落 多 样 性 造成 影响 ,这 与 罗 希 莫 ' 等 人 的 发 现 一 致 。 

有 研究 表明 ,nirs 型 反 硝化 细菌 群落 结构 受 环境 影响 显著 ,如 莫 旭 华 等 (引发 现 ,不 同类 型 的 反 硝化 细菌 
对 无 机 氮肥 的 反应 不 同 而 导致 了 nirs 型 反 硝 做 细菌 群落 结构 改变 ,但 未 改变 nirs 型 反 硝化 细菌 的 多 样 性 ; 居 
昌 等 :2 研究 发 现 ,黑土 中 nirs 型 反 硝 化 菌 种 群 的 群落 结构 和 丰 度 对 长 期 施用 有 机 肥 有 显著 的 响应 。 也 有 研 
究 发 现 nirs 型 反 硝化 菌 种 群 对 环境 的 变化 不 敏感 ,如 Yoshida 等 '5 发 现 , 在 水 稻 土 中 nirs 型 反 硝 化 菌 对 环境 
变化 不 敏感 ;Chang Yin 等 ' 趾 发现 s 我 国 南方 水 稻 土 中 nirs 型 反 硝 化 菌 的 群落 结构 对 施加 无 机 肥 和 无 机 肥 处 
理 处 理 均 没有 显著 的 响应 只 根据 哈 述 研究 ,mirS 型 反 硝 化 细菌 对 施肥 响应 存在 一 定 矛 盾 ,推测 可 能 与 土壤 条 
件 . 作 物种 类 有 关 ,nirs 不 敏感 的 研究 都 是 以 水 稻 为 研究 对 象 ,再 如 罗 希 墓 等 '. 引 也 发 现 水 稻 土 nirs 型 反 硝化 
细菌 群落 结构 对 氮肥 施加 不 敏感 。 本 研究 以 冬小麦 - 夏 玉米 轮作 田 为 研究 对 象 ,发 现 施 肥 种 类 会 对 nirs 型 反 
硝化 细菌 群落 结构 产生 显著 影响 ,这 与 莫 旭 华 等 :% 和 尹 昌 等 2 研究 发 现 相 符 。 此 外 ,本 研究 发 现 牛 场 肥 水 
灌溉 条 件 下 ,不 同 施肥 量 (T4、T5 和 T11) 之 间 群 落 结构 变化 不 大 。 因 此 推测 ,nirs 型 反 硝 化 细菌 对 施肥 种 类 
有 一 定 敏感 性 ,而 对 不 同 牛 场 肥水 施肥 量 在 实验 条 件 下 不 敏感 。 

后 场 肥 水 在 代替 化 肥 增 加 农田 产量 的 同时 ,还 能 够 改变 土壤 nirK wnirs 型 反 硝 化 细菌 群落 结构 ,这 可 能 与 
牛 场 肥 羽 成 分 有 关 。 牛 场 肥水 来 自 经 过 大 和 氧 处 理 的 养殖 场 污水 ,原液 中 含有 大 量 总 氮 , 其 中 以 NHi-N 为 主 ， 
含量 为 244.2 mg/L, 远 高 于 NO;-N 的 3.2 mg/L; 且 含有 一 定 浓度 的 COD 和 有 机 磷 , 这 些 营养 物质 对 于 土壤 微 
生物 生长 十 分 有 利 ,因此 能 够 有 效 提高 土壤 的 生物 量 和 微生物 活性 5 。 与 无 机 肥 相 比 , 牛 场 肥水 来 自生 物 
发 酵 ,营养 成 分 更 为 丰富 ,因此 更 易 被 生物 利用 ,这 可 能 是 导致 nirK nirs 对 无 机 肥 和 和 牛 场 肥水 响应 出 现 显著 

异 的 主要 原因 。 此 外 , 沈 仕 洲 ' 引 等 研究 发 现 , 采 用 不 同 浓度 奶牛 场 沼 液 灌溉 都 使 N;O 排放 较 清 水 增加 ,但 

不 高 于 常规 化 肥 排放 值 ; 杜 会 英 50 等 研究 发 现 , 牛 场 肥 水 灌溉 使 冬小麦 - 夏 玉 米 轮作 体系 作物 累计 氮 利 用 率 
逐年 升 高 ,有 旦 显著 高 于 常规 化 肥 处 理 。 这 些 研究 揭示 出 牛 场 肥水 灌溉 能 够 增加 土壤 反 硝 化 过 程 ,使 N;0 排放 
增加 ,但 同时 也 会 调整 所 素平 衡 关 系 ,使 得 气 素 利用 率 提高 。 而 本 研究 发 现 牛 场 肥 水 灌溉 使 nirK nirs 型 反 硝 
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化 细菌 群落 结构 发 生 显著 变化 ,这 提示 出 肥水 灌溉 对 氮 素 平衡 的 调整 作用 很 有 可 能 是 通过 调整 wzrK、mairS 型 
反 硝 化 细菌 ,以 及 其 它 参 与 氮 素 循环 的 微生物 群落 结构 而 实现 的 。 


4 结论 


HT 


本 文采 用 T-RFLP 技术 ,系统 研究 不 施肥 无 机 肥 和 不 同 水 平 牛 场 肥水 处 理 对 nirK nirs 型 反 硝 化 细菌 和 
落 结构 和 多 样 性 的 影响 。 结 果 表 明 . 

(1) 实 验 条 件 下 ,不 同 施肥 条 件 使 nir 型 反 硝化 细菌 群落 结构 发 生 改 变 :mizK 型 反 硝 化 细菌 对 施肥 种 类 、 
施肥 量 都 十 分 敏感 ; 而 nirS 型 反 硝 化 细菌 对 施肥 种 类 有 一 定 敏感 性 ,对 不 同 牛 场 肥 水 施肥 量 不 敏感 

(2) 实 验 条 件 下 ,不 同 施肥 条 件 对 nirK 和 nirs 型 反 硝 化 细菌 群落 多 样 性 造成 的 影响 无 显著 性 差异 

(3) 本 试验 土壤 中 nirK 和 nirS 型 反 硝 化 细菌 主 要 与 好 氧 反 硝化 细菌 亲缘 关系 较 近 。 
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